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　　　　　　　　 　　　 　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　　　 　翼噂DPS　were
　　　 　　　 　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝くobe　層一〇PS　were　14．9駕，
　 　 　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　18ア5　Varia昌宅一 　Hakata
　　　　　　　　　　　　　　Galactese　contefits　in　Frc．　IV　of
　　　　　　　 　　　　　 　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　afid　Kobe　PCP－BPS　were
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焔6 2diZ 3の9 diの2 5ZZ 5巳②
　　22．　　瀕ass　spec亀ra◎ヂ宅｝篭e籍ar℃ially　methylated　a捻d　acetyla「ヒe（l　derivaもive◎f臼g．












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































脂肪酸 相対保持時間 脂肪酸 相対保持時問
デカン酸（綴伊①
ウンデカン酸（繊1霧①
ドデカン酸《C鴛露①
トリデカン酸纏撫①
テトラデカン酸幽趣①
ペン舞デカン酸《C欝＄①
ヘキサデカン酸塩難①
ヘキサデセン酸績㊧D
ヘプ舞デカン酸《C17嚇
g．06
0．09
軌鴛
。識黛
⑪。欝
。．総
甑盤
⑪。騨
軌騒
オクタデカン酸¢18：①
オクダデセン酸纏濫1）
ノナデカン酸嶋俳①
謬一ヒド躍キシーテトラ
　デカン酸《＄℃臨C1趣①
襲ヒド臓串シ…ヘキサ
　デカン酸《3一囎一綴雛の
＄一ヒト濃串シーオクタ
　デカン酸（無畷一綴趣①
◎．9竃
e．90
g．　oo
1．2Z
L翻
震。両
懸鱈保持時論＄ノナデカン酸のメヂルエステル誘導体に対する各贈肪酸標
準物質の岡誘導体の相対保持時問。分析条件プ澄グラム3（丁論ぬE－S），
2－4、呈色反応
　全糖質は嚢噛繍＄らのフxノール・硫酸法［綴】、ヘプトスは0曲⑪撒
のシステイン・硫酸法［32］、全リンは翻鎌法の久恒らによる変法［調、
選元糖は百瀬らの方法［3剣tS全ア箋ノ糖は馳璽磯醗らの方法［誌］、蛋白
質はL㈱eryらの方法［36］、2一ケト螺一デオキシオクト酸⑬①は鍵磁s鍵
haekの過ヨウ素酸eチオバルビツール酸法［37］。ウ獲ン酸は麟枕er　an　d
晦かのカルバゾづい硫酸法［雲8］によりそれぞれ定量した。また、各呈
色反応に供した試料溶液の濃度は、　それぞれO。1ag　・一LPS／副，1。O㎎一
Lps／撮，2㎎一L薦／Wi　一・　ee％過塩素酸，　o濃㎎一L罵／瞳，　o．魂eeg－Lps／磁，
2．O㎎一L罵／副一1麗水酸化ナトリウム，5ゆ醗呂一LPS／岨および0．5㎎一
LP＄／醗である。各呈色反応の検量線は、標準物質として、フェノールe
硫酸法および還元糖定量反応ではグルコース，全アミノ糖定量反応ではグ
ルコサミン，Lo　ww　y法では牛血清アルブミン，過ヨウ素as　・チオバルビ
ツール憲法では欝0，全リンの定量反応ではリン酸一カリウム，およびカ
一100一
ルパゾール・硫酸法ではかラクツロン酸を用いて作成した。
　また、Keeおよびウ甑ン酸の呈色反応では、ともに対象糖以外の糖の
存在によっても発色するため。反応液の吸収スペクトルを二波長分光光
度計（日立5騨i璽）により二二し。標準吻質のそれと比較した。標準物質
としてのウ鑓ン酸1ガラクツ識ン酸）および恥Olアンモニウム塩）はとも
にSggwa社製を使用した。
2・・5、その他の分新
　全脂質は試料欝麗壷1愚認の4聾塩酸でaoooC，4時間加水分
解後、エーテル可溶牲画分を秤量して定量した◎ヘプトスの同定は、申
性糖と同様に鷹Cによむ行った◎標準のレグリ三二トマンノヘプト
スとD一グリセ躍蔀一マンノヘプトスは臨二面錨らの方法［39］に従って調
製した。
3。メチル化分析
　単糖および多糖のメチル化は麗櫨。搬霞の方法［40］に従って行った。
箱守試薬｛メチルスルフィニルカルポアニオン）は、響灘鋸の水素化カリ
ウム懸濁鞭13瀦gA賊瞬凶磁e三三亙恥．）をガスクロ用パイアル瓶にと弓，、
3醸の石糖エーテルで3回洗浄し鉱漉を取む除いた後、減圧下で旧記エー
テルを除去し、氷温下に2戯のジメチルスルポキシドを加え、窒素封
入した後、室温で1時間撹溢して調製した。メチル化分析に使用する試
料および器具は、減圧下、五酸化リン上で完全に乾燥させた。反応は全
て窒素封入したガスクme用バイアル瓶申で行い、試薬の注入はガラス注
射筒を用いて行った。単糖および多糖の完全メチル化は、試料5・・XO　ewg
を◎、5弓ゆ認のジメチルスルポキシドに溶解きせ、箱守試薬⑩。　5’wa、O
麟Dを加え、室温で5時間撹記した後、＃．襲1．◎醗のヨウ化メチルを加
え更に室温で1時間撹記して行った◎
　反応終了後、　減圧下にて過量：のヨウ化メチルを完全に除去した後、反
一一P01一
応液を2◎．戯の蒸留水に懸濁きせ、S聾一PAK　CΣ8カートリヅジ（幽t醗s
Assee　i　ates）［41］を通過き鋤た。同カートリッジを⑳認の蒸留水で2
回洗浄した後、露◎認のメタノールで溶出し、エバボレータ・・で濃縮乾画し
てメチル化糖を得た。
　メチル化単糖は、少量のク三殿ホルムに溶解した後、直接TabXg　E・一5
に示したプSUグラム4あるいはプログラム5を用いるGS／NS（C　I一・WS，
EI　・一ws）により分析した。　メチル化多糖は、1。O組の2聾トリフルオル
酢酸で玉2G驚，1時間加水分解後、重水素化ホウ素ナトリウム（100㎎一
恥8恥／3誠一メ曳ノール・水混液［181，v／v］，　O．6盤Dで室湿，一一一A　ec還元
し、1醸の無水酢酸で100。C，2時闘アセヂル化した後、前述と同様に
GC／臨により分析した。
4、過esウ素酸・チオバルビツール酸反応陽牲物質の分離
　LPS（50麗）を鯛塩酸（2◎観Dで1◎◎。C，45分間加水分解後、クロロ
ホルムで脂質を除去し、　その水層を減圧下、濃縮乾固した。残渣を、少
量の蒸留水に溶解し、bO　wex　50（鑓つカラム（2　．5　x　ge磯）に通過きせ、
20組の蒸留水で溶出した。溶出液を減圧下濃縮乾固後、再び少量の蒸
留水に溶解してD㈱ex玉（酢酸型）カラム（X。5　x　2◎c騒）を通過させ、20
醗の蒸留水で洗浄後、15認の丁丁酸で溶出した。溶出液を滅圧下、
濃縮乾固し、　過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陽性物質（X）画分を得
た。得られたXは、下記のアルカリ性ボスファタゼ処理，高圧濾紙電
：気泳動およびGC粥S分下等に供した。
5。過ヨウ素酸・チオバルビツール酸反応陽牲物質のアルカル性ボスファ
　ターゼ処理
　Xのアルカリ性ボスファタゼ処理は、Drewyらの方法［42］に従い、
0。O脳炭酸アンモニウム緩衝液（囲9　．6，（〉．　5憩D中でアルカリ性ホスファ
ターゼ（8。Oun　its，溺竃醗，　Ty　we　III－R）を用い、37。c，16時間行った。
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．反応終了後、鱒ぴC，5分問加熱処理した後。窒素気流下にて蒸発乾固し
て試料とし、高圧濾紙電：気泳動およびメヂル化分析に供した。
6。高圧濾紙電気泳動
　Xの高圧濾紙電気泳動は。簸就一理鵬。1灘欝騨上でピリジン／酢酸／
水11窃趣総，，》〆W》，闘騒。＄）の溶媒系を用い、騒⑪W錨で§＃分間泳動
した。　濾紙上での翼の検出は、梅騨磁の方法［43］に従い、ヂオバルビ
ツール酸試薬によむ行った◎
　ウPtン酸の高圧濾紙電気泳動も上述と同様に行った。検出試薬にはア
ニリン・トリク鑓ル酢酸〔鯛を用いた。
7。過麗ウ素酸・ヂオパルビツール酸反応陽牲物質のac／MC分析
　LPSおよびLesから分離した試壷1．e鰻の2静メタノール・塩酸で
6＃◎C，9時問メタノリシスした後、窒素気流下。墨ゆ驚で乾固した。残渣
eSk　．，参愚泌のメタノールに溶かし、ジアゾ魁町ンでメチル化⑩畷驚Pt隻
分）した後、　璽。＊磁のピリジン／無水酢酸q鵡》〆v）で緯℃，鐙分間加
温してアセチル化した。反旛終了後、滅圧下に濃縮乾固し、残癒を再び
メ饗ノール申ジアゾメタンでメチル化後。丁論陣9－5に示したプmeグラム
5を用いる購C／嬬綴噸S，磁一齪／によむ分析した。また、アルカリ性ホ
スファタゼで処理した糖電気泳動により分取し、水素化ホウ素ナトリ
ウム（獅黙鐙聴講翫慮灘1噸刃，O。6羅Dで室温にて＄時問還元後、箱守
法［鯛によむ完全メチル化し、プ讃グラム亟《丁論艶聾勤を用いる蔭C／
欝分析を行った。
＆聾d鱒eyぬt沁盤および襲職eet即興沁魏
　01コレラ菌LPSから調製したDPS画分のSe幽d鋸膨5◎ゲルクロ
マトグラフィーにより得られたFrc．　I　I（LPSの多糖体画分，9－pa　xys＆一
一103一
ccharide）の影艶欝ぬ就1◎蟄は、　Per鞭らの方法［4S］に従い、試料㈱◎
㎎）をO。嬬の水素化ホウ素ナトリウム巌含む1終水酸化ナトリウム溶
液（鐙wal）で10◎。Cyl露時間処理して行った。反応液は嘱氷冷下、慧賂塩
酸で申籍後、一夜、蒸留水で透析した◎透析内液は、沈殿物を遠心分離
により除去した後、減圧下、濃縮乾固した。その残渣を少量のビリジン／
酢酸／水（二刀竃鱒O⑪ge》ん／のに溶解し、後述の艶曲麟鰍艶騒◎ゲルク灘
マトグラフィーにより分画後．多糖体画分《聾艦亙Dを凍結乾燥して01
コレラ門門d餓¢圃就下0囎媒灘融。磯躍量船を得た織率灘Φ曝＄購◎
　01コレラ菌三曲麗ぎ始艶頑Oや◎蓋罵麗¢緬r蓋畿の聾雛就蝿就翫灘は、
L掘鍵iセらの方法〔禦］に従いNO1コレラ菌聾d餓騨捻総嫡O・一ge＃ly＄me－
cekageide　sO麗を鱒醗の罵一炭酸水素ナトリウム水溶液に溶解し、300
ss　1の無水酢酸を加え室湿にて笠時闘撹鉾して行った◎　聾麗就蝿就下
O一瞬轟鵬磯麗量撫は、上反応液を一夜蒸留水で透析した後、前述と同
様に二四翻鰍窃愚Oゲルク灘マトグラフィーによの分画・調製した《収率
89一⑭謝。
　得られたOlコレラ菌三三鍵圃融艶頑および聾鶴就躍就磁O噛◎臨一
s鵬eh躍i曲は、麗照スペクトルの灘定やメチル化分析等に供した。
　また、01コレラ菌L器の野娘礁¢渦就沁龍・とN－9CtW¢yhaeioeeは下記
のように行った◎騨S齢◎麗を上記の方法で聾6総。ぬ就i◎聰した後遠
心分離し、その遠心沈渣を蒸留水で洗浄後、二三のO．O騰トリエチル
アミン水溶液に溶解きせ。一夜透析した。透析内液を遠心分離し、不溶
物を除去した後、下思乾燥して01コレラ菌野d鱒。蝿二二L罵を得た
（収率5863駕）。更に、01xeレラ菌聾艶鵬縄就磁L薦50麗を上記と
同様にN…Ekcetylationした後、透析し、その内液を遠心分離して不溶物
を除去した後、　脚結乾燥して01コレラ菌　聾鵬就紐就鰹dL購を得た
（収率：8小8彿）。
　得られた01コレラ菌　餌一（沁鍵副趣艶dおよび鑓囎。就ぬ三二L薦は、
糖組成の分析および血清学的研究に供した。
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9e欝Sにおける恥0分子の隣接糖との結合様式の検討と、リピドAバッ
　クボーンの構造確認
　本実験の手順を臼琶，E－1に示した。　まず、　L購の脱リン酸化［69〕　＆
行うため150囎の猛＄を2戯の齢艶フッ化水素酸水溶液に溶解し4
◎Cで算計問撹熱した後、透析したeその内液を遠心分離して不溶物を
除ました後、凍結乾燥して鋭リン酸一一LP＄を得た轍率77．鰹）。脱リン戦禍
凱陣齢麗を水素化ホウ素ナトリウム（鱒⑪㎎一一磯4／3嘘噸20，航ゆew　1）
で室温にて一夜還元し、脱リン酸胤総選元偉蝦率群。蹴）とした後，、ざ
らに、無水ヒドラジン〈5盤t）で鱒⑪驚，，鱒聴問処理した。ヒドラジ：ン処
理によむ遊離した贈肪酸をク陰濃ホルムで抽出した後、水溶牲取分を透
析し、その内液を減圧下濃縮乾固した。残渣を20醗の魏炭酸水素ナ
トリウム水溶疲に溶解し、鐙ゆ掘の無水酢酸を加え室湿にて璽時間撹
搾して聾アセチル化した。反応液壷一夜透析し、壁の内液嚢遠心分離し
て不溶麹を除去後、礫結乾燥して脱リン酸pm脱脂肪酸欄一アセチルL薦還
元体を得た｛収pag　2．嬬）。騰りン酸一瞬脂肪酸一町アセヂルL器還元体k＃
㎎を前述の箱守法［魂切によ脅完全メチル化し、水素化ホウ素ナトリウム
1鱒の麗耀酪翫／3遍照メタノール・・水混液［紮1Pt　Wノ》］el慧麟で室湿にて
一夜カルボ＄シル還元を行ったee　tS霊戯のゆ。蕊聾トリフルオル酢酸で
鐙◎。Cge　15分問加水分解してL罵のリピド魂バックボーン部分と多糖体
部分を切断した。加水分解蔽壷窒素気流下蒸発乾固した後、2っに分け、
一方はリピドAバックボーンの構造を検討するため1磁の無水酢酸で
鱒ぴC，2時問アセチル化した後、捻醗磁磁に示したプ謹グラム爆を用
いる曙C／欝分析に供した。また細隙は、K勧⑪分子の隣接糖との結合様式
を検討するため下記のように処理した。　まず、本試料を重水素化ホウ素
ナトリウム（鐙O凱営臨翻4／3醗一メタ←ノール・・水熟睡［紮1，v／w］　，　O潟wa｝）
で室温にて一一夜還元し、還元末端糖を重水素標識した後、1認の露聾
トリフルオロ酢酸で12◎OC，1時問加水分解した。加水分解液を窒素気
流下蒸発乾固し、水素化ホウ素ナトリウム（沁◎翻緯鳶職姦／3謡一メタノー
ル・水混液［i　：1，v／v］，0、6懸Dで室温にて3時間還元、無水酢酸（1　Wi）
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で1◎◎◎cPt　2時問アセチル化した後、
を用いる“C趨S分析を行った。
Tnh｝e　E－5に示したプnグラム4
　　　　　P　　　　　きPS－coγ・e－K◎0一〔玉野。鑓一（轟lc鑓一F）　　（LPS）
　　　1　一一v一一”　　　P　　　FA
　　　◎eph◎spぬ◎rylatien　［40％　｝｛F，　40C，　48　｝lrコ
　　　1盤ll＆贈1犠NNH，，1◎。・い咽
　　　鰻一acetyl改七う◎n　［（Ac◎）20　竃r睾　1％　鑓a｝｛CO3］
PS－c◎re－KDO－Glc鑓Ac－GlcNAcol
　　　Permethyiation［田e漁od◎f　8akomGr董］
　　　Caゆ◎xyトr曲ct蒙。汽［握a8賜
（PS－c◎ゼξ｝一K◎Ose－6肇cNAc一・GlcNAcol）醗e
Weakδc蓬紬ydro選ysis［◎．05瞬FA，100。C，15繭］
（PS－core－K90se）Me　一i一　〈GlcNAc－GlcNAcol）pte
釈ed戯うon［撹aBD4コ
Strong　acici　hydrelysis一
［2　M”tFA，　1200Ce　1　hr］
（KDOol）Me　一e一　（mono－sacchar．）Me
　　　Re（韮uc℃う。舞　［魏aBH4コ
　　　Acetylation　［〈AeO）20，　1000C，　2　hr］
（KDOel）MeAc　一e・　（moflo・一sacchar．ol）MeAc
1
　　Acetylation　　［（AcO）20，　100eC
　　2司
（GlcNAc一・GlcNAcol）MeAc
（PS－core－KDese）MeAc
　i
GCIMS　analysis
GC／納S　analys竃s
Fig。　E一一1、ゆ0分子の結合様式の検討とリピドAバックボーンの
構造確認。PS；0一多糖．　P；リン酸。91A；脂肪酸。　GlcNAc；聾
アセチルグルコサミン。鵬kNAco　1；聾アセチルグルttサミニトル。
紛Ose茎2一ケトー3一デオキシーオクトス、　KBOo193一一デオ＄シー
オクチトール、睡鰯メチル。　Ac　；アセチル。蹴◎no－saechar．；単
糖．paOft◎一saceh鍵．ol；単糖還元体。
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鐙。ゲルク鑓マトグラフ4一
　DPS半分のゲルクme・Vトグラフィーは，、説門門蟹蟻愚ゆカラム（窯瀞X
鱒“磁，臨鯉醗醗撫職醗C臨麟餓豊＄）を用い、　ピリジン／酢酸／水q撫趣
鐙OO，　v／w／w）で、三二塩rの流速で溶出し、オートマティックフラクシwa
ンコレクターによ警3醗の画分に分画した。
　聾鹿麗戯蕊磁および聾駕就蝿醜磁　増齢贈餓鳶礁鍵量融のゲルク灘マ
トグラフィーは。艶麟麟難難髄カラム《！灘x70纒，　臨鍵灘鍵絵聾麗
臨鋼総掘＄）艶用い、　前述と岡様の溶出液で、鱒磁燕酔の流逮で溶出し、
1醗の二分に分画した。
　溶出パターンは、等差屈折率計幅津灘卜二型）で灘定するとともに、
各個分の四阿質量および全リン量を分析するこ葱によ導追物した。
鴛。ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルア箋ドゲル電気泳勤
　L器のドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動弓隠一
三偲翼ま！aemagiらの方法［ewに従って行った。　ゆ諜櫛3麗／謡のLPS
溶液鱒OSSt　9に鍵働欝，　露醜シ3k　meク駿一ス，嬬2一メルカプトエタノー
ルおよび9．　oo嬬プ縫モフxノールプルー壷含むO．　9四丁瞬＄趨磯蕗ば艶r
《頑6．　9）鱒oo婦を加え，、鱒oooc，馨分問加熱処理した後、この沁ge　E
を＄薦ギ離置に供した。泳動用ゲルとしては、1嬬アクリルアミド分離
ゲルと蕊アクリルア識ド重層ゲルから成るスラブゲル《欝愚。聡x捻礪
x1幽）を用いた。！鯛アクリルア識ド分離ゲルは、＄幌アクリルア箋ド
駄3翻，　L呂聡聾丁子s麓磁緩衝液《認a⑳4．o醗，購働ws玉。ゆ撚お
よび蒸留水5．蕪蝿の混蔽に1幌過硫酸アンモニウム9、2蹴と臨鹸，
欝ぶ㌧te廿㌍醗燃ぬ略駕恥紐鰍㊧一d訟媛鶴e《丁脳恥）2◎ec　9を加えて作製し
た◎嬬アクリルアミド重層ゲルは。＄眺アクリルアミドL欝醗，O愚器
M－Tris／ffciゐぱ艶四三6。8）2。◎磁，器s薦◎。5謡および蒸留水6．9
黙1の混液に鐙駈過硫酸アンモニウムO、1醗と丁關勘　1◎μ丑を加え
て作製した◎泳動用bUfferには、◎。96聾グリシンと◎e5藩SDSを含
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むO。125聾Tris　Mf鯉（囲8．3）を用い、3◎顧／ゲルの定電流にて約3
時間泳動した。泳動終了後、重層ゲルを除去し、分離ゲルをエタノール／
酢酸／水（age：IO：5Φ，》ん／v）園定液（⑳◎磁）に移し、ロータリーシx一カー
（丁齪窟C）を用いて30分間振懲した。固定液をアスピレーターにより吸引・
除去した後、蟹駈過ffウ素酸／エタソール〆酢酸／水（5：40：5950Pt　v／v／》）混
液400戯を注ぎ野分間振懲した後、蒸留水で各25分，6画洗浄した。
ゲル上のL器成分の染色は、Tn　＄iと野麗曲の方法［7明に従い銀染色
によ鞍行った。染色には銀染色用試薬キット《第一化学薬品）を使用した。「
X2．薄層ク濃マトグラフィー
　ぺ霞サミンの薄層ク麟マトグラフィー侃⇔は、ブタノール／ピリジン／水
／酢酸1㌫趣3鴫》／》ん／v）の溶媒系を用い、A輔。劔プレート（フナコシ薬
品）上で行った。標準物質にはグルコサミン（S蓋關暴社製）を用い、発色剤
には◎．跳ニンヒドリンの％解工商ノm・ル溶液［鶴］を使用した。試料は
下記のように調製した。LPS　5灘菖をO。5戯の10野塩酸で90。　C，欝
分梅加水分解後、減圧した濃縮乾固し、残渣を2謡のゆ、01瞭塩酸に
溶解後並々驚50｛謄）カラムに等した。カラムを20翻の蒸留水で洗浄
後、15認の2顛一塩酸で溶出し、溶出蔽を減圧下濃縮乾固して試料とし
た◎
13．核磁気共鳴スペクトルの測定
　01コレラ菌　Oや01y餓。論難量deおよび融k就受株O響◎恥蹴e捻一
バ曲の核磁気幽幽スペクトル（NMR）の灘定は下記のように行った。
13－1．C癬b◎聡一13麟猷（13C一醐R）
　重水（Wist．99．鵬，　eSer　ck）で凍結乾燥した試料を、再び重水に溶解し、
クロマト用グラスウールで濾過し浮遊物を除去後、5羅璽φの測定管に封入
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した（液高4纒）。スペクトルの測定は，，、日本電子GX－2ro（フーリエ変換
麟螺装置）を用い、共鳴周波数67．8舜噸謎，測定温度認．O◎C，凶：7　eOで、
騨◎¢＊ee鹿¢⑪鞭雪輪響《灘定モード塞灘夢話，＄9ng　te灘亙鍵k9豆eve　i¢⑪騨一
Re¢e罐鐙¢⑪囎豊蓋麟および画塾磯¢⑪瞬謡餐｛磁瓶モード：＄GNgE，慧艶慰沁
gees　i　sekl　etege＊δ醗◎鞭玉無二選癒maE）の手法によ警行った。内部標準には
1，をジオキサン〈和光純薬工業）を罵い、これを解．爆ゆ聾醗とした。
13－2、Pr⑪撫醜翼鰍（1麗一羅鍵）
　灘定用試料は前述と同様に調製した。　スペクトルの画定は、岡装置壷
用い、共鳴周波数禦ゆ．藤麗翫聾縁定撮度器．ぴC，凶7、ゆで欝陰のシ
グナル鶴野．騰整灘に固定して行った1暗索モード唱噛癖，馬鞭齢愚灘璽醗
瀞醗d鰹。磯講璽醜慰）。
第2章に関する実験
1e抗血滴の調製
　本研究に使戯した菌株に対する抗O一血濤は、島田らの方法［姻に従
い、　家：兎を免疫して調製した。ハートインフ甑一ジ還ンあるいは食塩添加
ハートインフ：k　twジ還ン培地で熱時問、至適温度で培養した各無体を滅
菌生理：食塩水に懸濁し、鱒びC，2時間加熱した後、滅菌生理食：塩水で3
回洗浄した。洗浄菌体は、620鞭における濁度が1、＃（2xIO8鯉／麟
になるように滅菌生理食塩水に懸濁きせNそのO。5嘘Pt　LO越，臨⑪謡l1
4、◎謝をそれぞれ4日間隔で計墨鳳家兎に静脈注射した◎最終投与か
ら玉週間後に心臓穿刺により全採撫し抗血清を得た。抗血濤の調製の際
に使用する器具は、全て、乾熱滅菌（18◎◎C，2時間）あるいは細編トクbe　一
ブ（121。C，2：気圧，20分）することにより滅菌した。
　01コレラ菌の0一抗原に対する各因子血清（A。B，　C）と》ibバ◎賊の一
一109一
serogroup　1875，　V．　f　luv璽a1　xs　181－86　KoheおよびV．曲◎亙egeae　h　i◎一
＄鯉◎齪。囎懸k農撫の0一抗原に対する各因子血濤①耀p鷺pF）は、島田
俊雄・坂崎利一両博士（国立予防衛生研究翫）から分与された。菌体凝集反
応におけるAs聾Pt　C，　D覗Pt琶およびド因子血濤の力価は、それぞれ認継
64◎倍，鎗墜麟◎樒，20一・80倍，320・・640倍，8駆1§◎倍および1，認◎
倍であった〔6，7，9］　。
2。受身溶血および受身溶血船止反応
　受身溶血幅鎚璽艶艶欝豊灘給，醗）および受身溶血阻止IP　as　＄9　we　keewes・臼
玉ysis多謝漏輔磯，鞠D反応は久恒らの方法［48］に従って行った。両反
応に使用した感作血球は、　ヒツジ赤窟球（SRBC）灘醸磁艶賦⑩譲翻D
に2ge縄／撮のアルカリ処理to。2tw水酸化ナトリウム，56◎C，1時間）
LPS［49］⑩．6難Dを加え、37◎C，紛分間イ：ンキュベートして作成した。
洗浄液および稀釈液としては、両反応系ともに、0．15麟塩化カルシウ
ム，◎、5麟塩化マグネシウムおよび◎．8錦食塩を含む◎、25幽バル
ビツール緩衝液（出7。4）を用いた。
紐1。PH反応
　抗血lif　a　00倍稀釈液）の2倍稀釈列◎。2翻にO。露磁のO．鵬アル
カリ処理L聡感作SRBC浮遊液とモルモット補体UO倍稀釈，極：東製薬
工業）20μ1を加え、370C，3◎三間イン＄＄　＆ベートした。反応後、1嘘
の稀釈液を加え、　遠心分離し、上滴の413鋼における吸光度を測定し
て％溶血を求めた。溶血対照には稀釈液の代りに蒸留水を、また、非溶
血対照には抗血清の代りに稀釈液を用いたQ縦軸に溶血驚、横軸に抗血
濤の稀釈倍率をとり。　溶血曲線を作成し、LPS感作SRBCに対する抗血
清の50駕溶血価を求めた。
mlIO一
2－2。pm反応
　抗血清甑1繍に種々の濃度の蝕蝕賊亀㏄（欝＄）溶液⑪、！翻を加え、
37◎c，30分閥・インキュベートした後、感作s難。浮遊液⑩．露麟とモル
モット補体⑳婦）を加え、更に。雲7驚，30分間インil・　ueべ轡した．。
反応後、前述と同様に、4×3鑓における吸光度を灘定した。抗血濤は
100％溶血を示す最大稀釈率のものを使用した。駕溶血臨止は次式により
求め、各濃度の1二二鞭溶蔽の慰溶癒懸止の値をグラフ用紙にプ繊ッ
トして騒幌溶血幽門濃度を求めた◎門門としては、抗血清を含まない補
体対照と量曲瀬海贈を含まない溶血対照を用いた。
趣＄覗欝〔調一懲s塁13団
露溶血懸止罵（9一 ）x鱒ゆ
趣s羅＄圃一紐＄殿＄墨
蹟＄盤＄［鋭：試料の璽＄総における吸光露
盤謬423團9溶血封照の493購における吸光度
醗慧堪惣に］＄補体対照のajx3購における吸光度
　糞因子に闘する溶壷系は、αコレラ菌Oge繊影野および亙eeakee　LPS
感作S脇Cと轟因子癒濤豊聾因子の溶血系は、㎏融聡LP＄および鴛75
⑪バ齢陥1L難感作課就とB因子閉門を用いて作製した。　また、ゆ璽
と置因子の溶撫系は、それぞれ罵鴨掛瀬懸蓋L罵91欝聡胎バ翻tL附
およびKobe　W－LPS感作SRBCと陰覗因子愈濤，同感作鰍騒CとE因
子血清を用いて作製した。ge，　F因子に関する二二系は、それぞれ飴㎏一
ta　P一し欝感作＄賠Cと験磁因子甑濤，同感作＄RBCとF因子愈溝を用
いて作製した。C因子血清は、　C因子を持つ菌株から分離・精製したtPS
で感作した＄RBCを溶血しなかったことから、　C因子に関する溶血系は
作製できなかった◎
mu撃撃奄蝿
3．その他の実験法
　01コレラ菌LPSの化学修飾は、第1章に関する実験・7に準◎て
行った。また、化学修飾01コレラ菌L器の糖組成の分析は、第9章
に関する実験蛾に準じて行った。
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